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論文の内容の要旨 

 南雲義之氏の博士学位論文は、ホスホリパーゼ D（phospholipase D: PLD）による膀胱癌浸潤促進の機

序を世界で初めて明らかにしたもので、その要旨は以下のとおりである。 

【目的】 

膀胱癌の進行においてがん細胞が粘膜下層、膀胱筋層へと浸潤していく過程が極めて重要である。PLD

は、生体膜に存在するリン脂質であるホスファチジルコリンをホスファチジン酸（phosphatidic acid: PA）

とコリンに加水分解する代謝酵素で、PA を介して様々な細胞機能に関与している。著者らのグループ

は、PLDが腎細胞癌組織で発現が亢進し、患者の予後不良因子であることを示した。しかし、膀胱癌の

進展における PLD の意義は分かっていない。そこで著者は、膀胱癌の浸潤メカニズムにおける PLD の

役割を明らかにすることを目的として本研究を行った。 

【方法】 

著者は、ヒト非浸潤性膀胱癌（RT112、RT4）とヒト筋層浸潤性膀胱癌（T24、5637、253J、TCC-sup）

細胞株を 10% FBS 添加 RPMI培地で培養している。PLD1の shRNAは、pLKO.1 レンチウイルスベクタ

ーを用いて作成し、5637細胞株と 253J 細胞株に添加して 24時間培養し、ピューロマイシン添加 RPMI

培地を用いて shControl株と shPLD1 株を選択している。細胞浸潤アッセイは、BioCoat Matrigel invasion 

chamberに 5×105個に調整した細胞懸濁液を播種し、22 時間培養後にメンブレン下面の浸潤細胞を固定・

染色して光学顕微鏡（200 倍）で観察・カウントしている。さらに著者は、6－8 週齢の雌 C57/BL/6 マ

ウスと 6－8 週齢の雌 PLD1 ノックアウト（PLD1-KO）マウス (PLD1-/-) に、N-butyl-N-(4-hydroxybutyl) 

nitrosamineを自由飲水させてマウス膀胱発癌モデルを作成している。著者は、定量 PCR、パスウェイ遺

伝子解析、RNA シークエンス解析およびウエスタンブロット解析を汎用されている方法で行っている。

測定値の 2群間比較は Student t-testで、生存解析では Kaplan-Meier法にて全生存率を算出し、log-rank test

で 2群間比較を行っている。相関は Pearson の相関分析で検討している。 

【結果】 

著者は、まず PLD1高発現が予後不良因子であることを The Cancer Genome Atlas (TCGA) データベー

スを使って明らかにし、次に 5637 株と 253J 株で PLD1 蛋白が高発現していることを見いだしている。



そこで著者は、この 2つの細胞株において shRNAを用いた PLD1遺伝子発現抑制を行い、細胞浸潤アッ

セイでこれら 2つの PLD1 発現抑制株がそれぞれのコントロール株よりも有意に細胞浸潤が抑制されて

いることを示している。次に著者は、PLD1を介した細胞浸潤の機序を明らかにするために、PLD1発現

抑制株とそのコントロール株において細胞浸潤に関連するパスウェイ遺伝子の mRNA 発現変動解析を

行い、168 遺伝子のうち 23 遺伝子が PLD1 発現抑制株で有意に発現が低下していることを示している。

次に著者は、これら 23遺伝子について、TCGAデータを用いた in silico解析で膀胱癌患者の予後および

PLD1発現レベルとの相関により選別し、ANOS1、ICAM1、MMP-9、MMP-13の 4遺伝子を候補として

挙げている。次に著者は、これら 4 遺伝子の mRNA 発現レベルを 5637 株および 253J 株の PLD1 発現

抑制株とそのコントロール株でそれぞれ調べ、PLD1 遺伝子発現抑制により、両細胞株において有意な

発現低下を認めるのは MMP-13 だけであることを示している。さらに著者は、5637 株と 253J 株の

MMP-13 発現抑制株を作成し、MMP-13 発現抑制株はコントロール株と比べて細胞浸潤が有意に抑制さ

れていることを確認している。以上より著者は、PLD1 は MMP-13 の発現制御を介して細胞浸潤を促進

することを明らかにした。 

上記に引き続き、著者は野生型マウスと PLD1-KO マウスにおける膀胱発癌モデルの浸潤性膀胱癌の

発生割合を比較し、PLD1-KO マウスにおいて浸潤癌の割合が低いことを示している。さらに膀胱サン

プルにおける MMP-13 mRNA 発現レベルを定量 PCR で経時的に検討し、PLD1-KO マウスでは著明な発

現レベルの低下を認めている。次に膀胱サンプルの網羅的トランスクリプトーム解析を用いて野生型マ

ウスと PLD1-KO マウスでは 538 個の遺伝子の発現が異なることを見いだしている。この 538 発現変動

遺伝子におけるパスウェイ解析を行ったところ、野生型マウスと比較して、PLD1-ノックアウトマウス

では結合組織の分解や細胞浸潤に関連する遺伝子発現の低下を認め、特にMMP-13を含むMMP の阻害

を認めている。次に著者は、MMP-13発現制御に関わる転写制御因子を明らかにするため上流制御因子

解析を行ったところ、Nfkb1-RelA が PLD-KO マウスと比較して野生型マウスでより高い活性を認め、

さらにこの NfkB1-RelA が制御する下流シグナル分子として MMP-13の存在を確認している。5637株と

253J 株ともに PLD1 遺伝子発現抑制株において NF-κB p65 Ser536 のリン酸化レベルの低下を認め、IκBα

タンパク発現レベルは両細胞株ともに PLD1 遺伝子発現抑制株において亢進を認めている。さらに、著

者は NF-κB p65 タンパクをコードする遺伝子である RELA に対して siRNA を用いて遺伝子発現抑制を

行い、両細胞株ともに NF-κB p65 タンパク発現レベル低下、NF-κB p65 Ser536 のリン酸化レベル低下、

MMP-13 mRNA 発現レベル低下を認めている。これらの変化は、PLD1 により産生される PAの添加によ

って発現レベルの有意な回復することを確認している。 

【考察】 

これらの結果は、PLD1 の遺伝子発現抑制によって MMP-13 の発現が抑制され、がん細胞浸潤が抑制

されることを示している。さらに、PLD1 遺伝子発現抑制株において PLD1により産生される PAの添加

により MMP-13の発現が亢進したこと、PLD 遺伝子強制発現によって細胞浸潤が亢進することを示した

報告があることより、著者は PLD1遺伝子がMMP-13 の発現亢進を介して膀胱癌細胞の浸潤を促進する

と考察している。 

審査の結果の要旨 

【批評】 

本研究は、膀胱癌における PLD と細胞浸潤の関係を世界で初めて明らかにしたものである。in vitro, in 

vivo 共に PLD1 発現を低下させてその影響を評価したもので、遺伝子を強制発現させて細胞の機能変化

を観察する従来の実験方法の欠点を補ったものである。得られた実験結果から生じた新たな疑問を一つ

一つ丁寧に考察して次の実験へと進んでいる。論文全体として論理が整然としており、その意味でも模

範的な博士論文となっている。 

令和 4 年 1 月 12 日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもと論文について説明を求

め、関連事項について質疑応答を行い、最終試験を行った。その結果、審査委員全員が合格と判定した。

よって、著者は博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと認める。 


